Miniaturized techniques for analysis of industrial yeasts by Obalil, Jiří
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY




AUTOR PRÁCE JIŘÍ OBALIL
AUTHOR
BRNO 2008
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
MINIATURIZOVANÉ TECHNIKY PRO ANALÝZU
PRŮMYSLOVÝCH KVASINEK
MINIATURIZED TECHNIQUES FOR ANALYSIS OF INDUSTRIAL YEASTS
DIPLOMOVÁ PRÁCE
DIPLOMA THESIS
AUTOR PRÁCE JIŘÍ OBALIL
AUTHOR
VEDOUCÍ PRÁCE  ING. KAREL KLEPÁRNÍK, CSC.
SUPERVISOR
BRNO 2008
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno 12
Zadání diplomové práce
Číslo diplomové práce FCH-DIP0227/2007 Akademický rok: 2007/2008
Ústav Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka) Obalil Jiří  
Studijní program Chemie a technologie potravin (M2901) 
Studijní obor Potravinářská chemie a biotechnologie (2901T010) 
Vedoucí diplomové práce
Konzultanti diplomové práce doc. RNDr. Ivana Márová, CSc.
Název diplomové práce:
Miniaturizované techniky pro analýzu průmyslových kvasinek
Zadání diplomové práce:
Literární část:
1. Přehled průmyslově významných kvasinek
2. obecné metody používané pro chemickou analýzu kvasinek
3. Citlivost a selektivita moderních mikroanalytických technik
Experimentální část:
1. Příprava vzorků kvasinek
2. Optimalizace podmínek detekce a separace modelových vzorků na mikrofluidických
zařízeních
3. Stanovení fyziologicky významných komponent kvasinek
Termín odevzdání diplomové práce: 16.5.2008
Diplomová práce se odevzdává ve třech exemplářích na sekretariát ústavu a v elektronické
formě vedoucímu diplomové práce. Toto zadání je přílohou diplomové práce.
________________ ________________ ________________
Jiří Obalil
student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
________________
V Brně, dne 1.9.2007 doc. Ing. Jaromír Havlica, CSc.
Děkan fakulty
ABSTRAKT  
Karotenoidy jsou přírodní pigmenty s antioxidačními a antimutagenními schopnostmi. 
Pomocí nových technologických postupů jsou produkovány karotenoidními kvasinkami, jako 
např. Rhodotorula glutinis, která produkuje především β-karoten. Jeho obsah může dosáhnout 
až 6 – 10 mg/g sušiny. Pro stanovení β-karotenu, lykopenu a astaxantinu byla v této práci 
použita metoda hmotnostní spektrometrie s nanoelektrosprejem v pozitivním módu. Jako 
optimálními parametry analýzy bylo nalezeno sprejovací napětí 4 kV a velikost průtoku 
vzorku 15 – 80 nl/min křemennou sprejovací kapilárou o vnitřním průměru 25 µm. Směs 
chloroformu s přídavkem amoniaku byla použita jako sprejovací rozpouštědlo jak pro 
standardní, tak buněčné vzorky. Při ionizaci nanoelektrosprejem tvoří β-karoten a lykopen  
radikálové ionty [M] · +, jejichž výsledný poměr molekulové hmotnosti a náboje (m/z) je 536. 
Astaxantin je ionizován za vzniku protonované molekuly [M + H]+ o hodnotě m/z 597. 
Částečná lyze jednotlivých buněk byla pozorována pod mikroskopem při působení 
organických rozpouštědel tetrahydrofuranu a dimetylsulfoxidu. Při rozpuštění v chloroformu, 






Carotenoids are natural pigments that have antioxidation and antimutagenic abilities. They are 
produced with the help of new technological methods. For example, carotenoid yeast 
Rhodotorula glutinis produces β-carotene with the yield of up to 6 – 10 mg/g of the dry 
substance. The method of the mass spectrometry with the nanoelectrospray in the positive 
mode was optimized for the determination of β-carotene, lycopene and astaxanthin in this 
project. Ionizing voltage of 4 kV and the sample flow rate of 15 – 80 nl/min through the spray 
silica fused capillary with the internal diameter of 25 µm were found to be the optimum 
parameters of the analysis. A mixture of chloroform with the addition of ammonia was used 
as a spray solvent for both standard and cellular samples. During the process of ionization by 
nanoelectrospray, β-carotene and lycopene form cation radical [M] · + with the molecular mass 
to charge ratio (m/z) of 536, while asthaxanthin forms the protonated molecule [M + H]+ with 
the m/z of 597. The partial lysis of individual Rhodotorula glutinis cells was demonstrated 
under microscope in the organic solvents tetrahydrofuran and dimethylsulfoxide. Chloroform, 
acetone, acetonitrille,  methanol and isopropanol did not affect the cells after a 15 min 
treatment.    
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Již v dávné historii měly kvasinky v lidském životě zásadní postavení, a to jak 
z hlediska ekonomického, sociálního, tak i zdravotního. Jejich název vznikl od vztahu ke 
kvasným procesům.V dnešní době je popsáno asi 700 rodů kvasinek, což je ale jen část 
z celkově se vyskytujících kvasinek na naší planetě. Pro člověka mají prvořadý význam 
kvasinky využívající se v potravinářském průmyslu (kvasný, pekárenský, mlékárenský). Dále 
jsou využívány ve farmacii, nebo jako modelové systémy pro studium regulace metabolismu 
eukaryotických buněk. Plánem do budoucnosti je využití kvasinek ve spojení s obnovitelnými 
zdroji energie, v biotechnologických procesech, při řešení nejrůznějších zdravotních problémů 
včetně léčby genetických poruch. Při práci s kvasinkovými organismy je základním 
stavebním kamenem pro další účelné manipulace pochopení fyziologie, tedy  průběhu růstu 
kultury, určení metabolických drah a zjištění vlivu biotických i abiotických látek.  
Cílem kultivace kvasinkových buněk je maximální produkce metabolitů, které jsou 
dále průmyslově využitelné. Toho lze dosáhnout dvěma způsoby: 1. klasicky, modifikací 
externích podmínek kultivace s ohledem na genetickou výbavu buňky. 2. využitím poznatků 
molekulového klonování a vytvářením geneticky mutovaných buněk. Jednu z významných 
skupin metabolitů tvoří karotenoidy. Jsou velmi rozšířenou a také početnou skupinou 
přirozených pigmentů. Mezi hlavními úkoly, které plní v živočišných buňkách, je funkce 
provitaminu A. Jejich využitelnost stálé vzrůstá i vzhledem k jejich antimutagenním a 
antikarcinogenním účinkům, které jsou zapříčiněny výrazným antioxidačním efektem. 
Podstata tohoto antioxidačního efektu je dána snadnou oxidovatelností molekul karotenoidů, 
čímž dochází ke zhášení singletového kyslíku a brání tvorbě peroxidových radikálů. 
V potravinářství jsou velmi často využívány pro zvýšení výživové hodnoty potravin a v hojné 
míře jsou přidávány do krmných směsí. Určitá část je využívána také pro svoje intezivní 
zbarvení jako potravinářské barvivo. Nejvýznamnějším zdrojem těchto přirozených pigmentů 
byly do nedávna rostlinné tkáně. Ovšem současné moderní technologické postupy jsou 
zaměřeny na produkci karotenoidů pomocí mikroorganismů. Proto jsou nyní velmi 
diskutovány otázky výběru vhodných mikrobiálních producentů s možností ovlivnění 
produkce na maximální možnou hodnotu.   
 Z pohledu biotechnologického nachází uplatnění pro svou produkci karotenoidů  
bakterie i kvasinky. Nynější studie se zabývají problémem maximalní možné produkce těchto 
látek. Produkci lze ovlivnit různými faktory, jednak je to modikací složení kultivačního média 
nebo podmínek růstu aplikací různých indukčních faktorů vyvolávajících oxidační nebo 
osmotický stres. Nesmíme také zapomenou na ovlivnění pomocí metod genetického 
inženýrství. Veškeré tyto modifikace (či mutace) jsou omezeny určitými limitními 
fyziologickými možnostmi buněk.  
Metabolity lze v dnešní době detokovat nejmodernějšími analytickými metodami, jako 
vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií (HPLC), elektroforézou, hmotnostní 
spektrometrií (MS) atd. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST: 
2.1. Vývoj kultivačních kvasinkových technologií 
Kultivační technologie jsou uplatňovány v různých průmyslových oborech. Především 
jde o odvětví spojeno s výrobou potravin, nápojů, chemikálií, průmyslových enzymů, 
farmaceutických prostředků a také s technologiemi souvisejícími s ochranou životního 
prostředí, jak znázorňuje obr. 1.   
 
Obr. 1: Historie kvasinkových technologií  
 
Kvasinky našly velké využití v průmyslových výrobách zejména díky své velké 
rozmanitosti v růstu, metabolismu a genovému vybavení jednotlivých kmenů.  
Neustále vyvíjející se teoretické znalosti a poznatky dávají možnosti nového využití kvasinek. 
Tak dochází k rozšíření z tradičních obzorů až po ty nejmodernější. Za tradiční technologie, 
které jsou uvedeny na obr. 2,  jsou považovány procesy známé před 100 lety [1]. 
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Obr. 2: Tradiční využití kvasinek  
 
V posledních letech jsou moderní biotechnologické metody stále častěji využívány, 
dochází ke kombinacím jednotlivých metod a jejich význam stále roste. Nové výzkumy a 
nově se vyvíjející metody otevírají další směry pro jejich použití (viz obr. 3).  
 
 





2.2.Kultivace kvasinek  
2.2.1. Živná média 
Pro kultivaci mikroorganismů v laboratorních podmínkách jsou používána sterilní 
živná média, která se pokud možno co nejvíce blíží svým složením přirozeným podmínkám. 
Kromě svého nutričního zastoupení musí média splňovat i další náležité podmínky pro 
zdárnou kultivaci, jako např.: teplota, vlhkost, pH, aerobní nebo anaerobní prostředí. 
Mikroorganismy jsou schopny v daném prostředí růst a rozmnožovat se tak dlouho, dokud 
mají dostatečný zdroj živin, odpovídající parciální tlak kyslíku, vhodnou teplotu a pH. 
K limitaci může také dojít nahromaděním metabolitů, které jsou transportovány do vnějšího 
prostředí buňky [2].     
Kultivace se provádí dvěma způsoby:  
a) povrchový (emersní) – kultivace probíhá na povrchu pevného či kapalného média 
b) hloubkový (submerzní) – kultivace v kapalném médiu  
 
2.2.2. Růstová křivka  
 
 
Obr. 4:  Růstová křivka [3] 
 
I ) lag fáze 
Úvodní fáze, ve které se buňky nemnoží, pouze se zvětšují a přizpůsobují se podmínkám 
prostředí. Délka této fáze závisí na druhu mikroorganismu, fyziologickém stavu buňky, 
velikosti inokula a složení okolního prostředí. Z průmyslového hlediska je nežádoucí a tudíž 
je snaha ji co možná nejvíce zkrátit. Může dojít i k odumírání buněk.  
 
II ) fáze zrychleného růstu 
Již přizpůsobené buňky se začínají množit a kultura je zcela přizpůsobena prostředí. Na konci 
této fáze dochází k intenzivnímu metabolismu a dělení. Snižuje se počet odumírajících buněk. 
 
III ) fáze exponenciální (=logaritmická)  
Dochází k velice intenzivnímu množení buněk a jejich počet narůstá geometrickou řadou. 
Hlavním předpokladem je dostatek živin a je nejvýznamnější fází při tvorbě primárních 
metabolitů. K odumírání buněk téměř nedochází.  
 10 
 
IV ) fáze zpomaleného růstu 
Hlavním důvodem zpomalení růstu a snížení intensity metabolismu je vyčerpání živin, čímž 
dojde i ke snížení rychlosti množení. Vzniká zde taky postupně inhibice vzniklými 
metabolity. Dochází k nárustu odumřelých buněk.  
 
V ) stacionární fáze 
Koncentrace mikroorganismů je konstantní, tzn.množství nových buněk je vyrovnáno 
odumíráním starých. Většina živin je vyčerpána a dochází k hladovění mikroorganismu. 
 
VI ) fáze odumírání mikroorganismů 
 Vyčerpáním živin a nahromaděním toxických produktů metabolismu zrychleně ubývají 
buňky. Dochází k nárůstu odumřelých buněk. Buňky pro zachování životaschopnosti 
odbourávají zásobní látky [3]. 
 
2.2.3. Průmyslová kultivace – kultivace v bioreaktorech  
V přirozeném prostředí probíhají biochemické reakce pouze za určitých podmínek. Pro 
průmyslové využití biotechnologicky významných procesů je potřeba vytvořit vhodné 
podmínky, blížící se co nejvíce optimálním. Proto byla vyvinuta zařízení, obecně nazývaná 
bioreaktory (viz obr. 5), která tvoří základní prvek výrobních konstrukcí [4].   
Bioreaktor (fermentor) je uzavřená, obvykle kovová válcovitá nádoba. Pro dosažení 
požadovaných podmínek je opatřena zařízením pro přívod výchozích látek, složek 
kultivačního média, vzduchu (pro aerobní kultivaci), produkčních mikroorganismů a také pro 
odčerpání meziproduktů a odpadních látek aseptickým způsobem. Dalším nezbytným 
vybavením fermentoru jsou míchadla, ventily, čidla a regulátory umožňující udržování 
technologicky požadované teploty, pH, případně pro kontrolu obsahu jednotlivých složek [5].   
 
Podle typu technologie můžeme bioreaktory rozdělit na [5]:  
a) bioreaktory pro aerobní fermentaci, anaerobní fermentaci sloužící k mikrobní výrobě 
(fermentor),  
b) kultivační nádoby (chemostaty, cytostaty) používané k velkokapacitní kultivaci 
živočišných a rostlinných buněk 
c) enzymové reaktory používané v enzymových technologiích 
 
Podle způsobu provozu lze bioreaktory rozdělit na  
a) vsádkové (batch) – používaně pro mikrobní kultivace menších objemů  
b) přítokovaný bioreaktor (fed-batch)  
c) kontinuální – pro  enzymové výroby, popř. pro vysoce produkční aerobní kultivace   
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Obr. 5: Schéma bioreaktoru [4] 
 
Jako ve všech moderních provozech, tak i zde je snaha o co největší automatizaci 
celého provozu a dosažení co nejnižší spotřeby energie. Proto jsou stále vyvíjeny nové 
modely a způsoby odvádění produkčních plynů, promíchávání, provzdušňování atd.    
 
2.3. Některé průmyslově důležité kvasinky 
2.3.1. Rod Candida 
Zahrnuje jak druhy čistě saprofytické, tak i potenciálně patogenní, které mohou způsobovat 
mykotická onemocnění lidí i zvířat.   
Candida albicans se v přírodě vyskytuje zejména v půdě a v exkrementech zvířat. U 
člověka se vyskytuje ze všech druhů kvasinek nejčastěji (např. na kůži, v dutině ústní,v 
sekretu zvukovodů). Je původcem onemocnění „kandidóza“. Za faktory virulence se u tohoto 
mikroorganismu pokládá tvorba zárodečných klíčků, biosyntéza enzymů fosfolipázy a 
proteinázy a schopnost adherence k epiteliálním buňkám. Je druh kvasinky, jenž u lidí 
způsobuje ústní a genitální infekce. Pro většinu populace je neškodná, ovšem pro lidi se 
sníženou imunitou (vlivem AIDS, chemoterapie) bývá často příčinou úmrtí. Z průmyslového 
hlediska má tento druh kvasinek uplatnění při výrobě vitaminu B6, jehož vzorec je znázorněn 
na obr. 6 [6]. 





Obr. 6: Strukturní vzorec vitaminu B6 – produkt metabolismu kvasinky Candida albicans 
 
Candida dubliniensis 
Je fenotypicky a genotypicky genotypicky velmi příbuzná druhu Candida albicans. Je 
považována za oportunní patogen a může být velmi nebezpečná pro osoby s oslabeným 
imunitním systémem (např. pacientů s AIDS nebo se zhoubnými onemocněními) [6]. 
Candida utilis 
Důležitý druh kvasinek rodu Candida, pro který se dříve používal název Torula utilis. 
Tato kvasinka se používá v buněčné formě jako biomasa krmného droždí. Může se také 
objevit při výrobě pekařských kvasnic jako kontaminanta [6]. 
Mezi ostatní druhy kvasinek rodu Candida patří , který se využívá při různých výrobních 




Obr. 7: Strukturní vzorec riboflavinu – produkt metabolismu  kvasinky Candida famata 
 
2.3.2. Rod Hansenula 
Jedním z hlavních zástupců tohoto rodu je Hansenula polymorpha, jejíž 
mikroskopický preparát je na obr. 8. Jde o methylotrofní, termotolerantní kvasinku, 
využívanou zejména k expresi heterogenních genů. Je také využívaná v lékařství při léčení 




Obr. 8: Mikroskopický preparát kvasinky Hansenula polymorpha 
 
Hansenula polymorpha je využívána jako modelový organismus pro studia základních 
aspektů v molekulární biologii. Uplatňuje se především pro svoje schopnosti produkce 
nezvykle velkých množství enzymů (methanoloxidasa, dihydroxyacetonsyntasa) [1].  
 
2.3.3. Rod Kluyveromyces 
Kluyveromyces marxianus 
S tímto kmenem se můžeme setkat především při fermentačních pochodech spojených 
s laktózou (viz obr. 9). Je schopen produkce některých enzymů (laktáza, pektináza) a je 
jednou z možných variant v technologii klonování [1].  
 
 
Obr. 9: Laktóza – základní substrát pro Kluyveromyces marxianus 
 
2.3.4. Rod Phaffia 
Phaffia rhodozyma 
Karotenogenní kvasinka schopná produkce astaxantinového pigmentu používajícího se 
v potravinářském průmyslu jako dietní doplněk výživy lososů a drůbeže. Pokud jsou 
hydrolyzované buňky přidány ke krmivu, astaxanthin (viz obr. 10) je snadno absorbován ve 
střevech a efektivně mění barvu lososího masa z růžové na oranžovou, nebo barvu žloutku a 
masa u drůbeže. Charakteristická červená barva hraje velkou úlohu pro akceptaci masa 












Obr. 10: Astaxantin 
 
 
Kvasinka je schopna zkvašovat glukosu i jiné cukry. Jako hlavní karotenoidní pigment 
syntetizuje astaxanthin na rozdíl od dalších „červených” kvasinek (Cryptococcus, 
Rhodotorula, Rhodosporium, Sporobolomyces), které jsou přísně aerobní a produkují α-
karoten, β-karoten, torulen nebo torularhodin [9]. 
  
2.3.5. Rod Pichia  
Mezi mnoho zástupců tohoto rodu patří i Pichia pastoris; jde o methylotrofní kvasinku 
produkující biomasu z methanolu a je také využívána v expresi heterogenních genů a pro 
produkci lidských terapeutických proteinů. Pro syntézu riboflavinu se využívá Pichia 
guilliermondii.  
Dalším významným zástupcem tohoto rodu je Pichia rafinosa, jejíž kmeny mohou 
produkovat tzv. killer protein, který působí v prostředí se zvýšenou koncentrací chloridu 
sodného [1].  
 
2.3.6. Rod Rhodosporidium 
Rhodosporidium toruloides 
Produkcí fenylalaninamoniumlyázy má potenciální využití při diagnostikování 
fenylketonúrie, což je vrozená metabolická porucha, při níž dochází k narušení metabolismu 
fenylalaninu (viz obr. 11) v důsledku absence nebo nízké aktivity enzymu 
fenylalaninhydroxylázy [1].  
 




2.3.7. Rod Saccharomyces  
Jedním z hlavním zástupců tohoto rodu je Saccharomyces cerevisiae používající se 
v klasických fermentačních výrobách (výroba piva, vína, chleba, vitaminů), jejichž průběh je 
znázorněn pomocí rovnic na obr. 12, 13. . Kromě těchto typických výrob se využívá pro 
produkci glycerolu, invertázy nebo ergosterolu. Výrazná znalost metabolických drah a 
morfologických a fyziologických vlastností této staletí šlechtěné kvasinky přispívá k jejímu 




Obr. 12: Zjednodušené schéma glykolýzy 
 
 
Obr. 13: Princip alkoholového kvašení  
 
2.3.8. Rod Shizosaccharomyces  
Shizosaccharomyces pombe 
Druh kvasinek vyvinutý pro odkyselování stolních vín a zahušťování moštů. 
Vyznačuje se velkou tolerancí vůči ethanolu a schopností zkvašovat xylulosu  (potenciální 






Obr. 14: Syntéza xylulosy působením kvasinek Shizosaccharomyces pombe 
 
2.3.9. Rod Yarrowia  
Yarrowia lipolytica 
Tradiční kvasinka pro produkci extracelulárních enzymů (lipáz) a pro výrobu kyseliny 
citronové z n-alkanů nebo z glukózy (schema výroby uvedeno na obr. 15) za aerobních 
podmínek. Izolují se často z různých druhů potravin (sýr, omáčky). Vyznačuje se také 
důležitou schopností metabolizovat ropné produkty za produkce biomasy, která se dále 
využívá jako krmné droždí v živočišné výrobě a představuje kvalitní doplněk krmných dávek 




Obr. 15: Výroba kyselina citronové pomocí kvasinky Yarrowia lipolytica 
 
 
2.4. Karotenogenní kvasinkové kmeny 
Jsou jedním z mnoha průmyslově využívaných kmenů, jejichž význam v poslední 
době značně roste. Řada kvasinkových kmenů je schopna produkovat karotenogenní 
pigmenty, způsobující žluté, oranžové nebo červené zbarvení kultur. Mezi nejvíce využívané 
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rody patří např. Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces, Sporidiobolus, 
Cystofilobasidium a Phaffia. . Karotenogenní kvasinkové kmeny většinou spadají do oddělení 
Basidiomycetes, kde se dále rozlišují na čeledi Rhodotorulaceae a Sporobolomycelaceae [9]. 
Velmi často se můžeme s těmito kvasinkami setkat zejména ve vzduchu, poněvadž jejich 
karotenoidní barviva je dokáží ochránit před ultrafialovou složkou slunečného záření. Při 
růstu kultur v médiu o nízkém obsahu dusíku, dochází v buňkám k ukládání tuku, který může 
dosáhnout až 60 % v sušině. 
Některé druhy kvasinek se ovšem v určitých podmínkách vyskytují jako patogeny a 
mohou způsobovat onemocnění zvířat i lidí. Byly nalezeny v hnisu, plicích ale také v dutině 
ústní [10].  
 
2.4.1. Čeleď Rhodotorulaceae 
Čeleď, v níž se nachází kvasinky rodů Rhodotorula, Rhodosporodium a 
Cystofilobasidium. Vzhledem ke své nenáročnosti na životní podmínky, je možné je izolovat 
z nejrůznějších prostředí, např: vzduchu, vody, půdy, povrchu rostlin a také z lidských 
orgánů.  
Významnými zástupci této čeledi jsou kmeny Rhodotorula glutinis, Rhodotorula 
rubra, Rhodosporidium toruloides, Rhodosporidium diabovatum a Cystofilobasidium 
capitatum [9]. 
 
2.4.2. Fyziologické vlastnosti 
Kvasinky tohoto rodu se vyznačují svými lipidotvornými vlastnosmi, tj. schopností 
hromadění tuku v buňce. Za určitých podmínek může dojít až ke značně nadstandardnímu  
nahromadění lipidů. S tím souvisí schopnost produkce lipás. 
Jelikož mají striktně aerobní metabolismus, nejsou schopny kvasných pochodů. Nedokáží 
zkvašovat žádné cukry, ovšem pro zpracování glukózy mají dostatečně vyvinutý pentózový 
cyklus [10,11]. 
Hlavními složkami pigmentů u kvasinek jsou β-karoten, γ - karoten, torulen a 
torularodin. Poměr jednotlivých karotenogenních pigmentů je obzvláště závislý na způsobu 
kultivace a na prostředí v němž probíhá. Pro produkci karotenoidů je také nezbytná 
přítomnost kyslíku a světla, jehož účinným akceptorem je flavin nebo flavoprotein schopný 
fotooxidace. Karotenoidy jsou látky nerozpustné ve vodě, ale rozpustné v tucích. Z tohoto 
důvodu nikdy nedifundují do prostředí, ale jsou lokalizovány na vnitřní straně 
cytoplasmatické membrány. 
 
2.4.3. Rod Rhodotorula  
2.4.3.1. Morfologické vlastnosti rodu Rhodotorula  
Všechny druhy rodu Rhodorula mají velmi podobné morfologické znaky. Jde o buňky 
o velikosti (2,5 – 5,0) x (6,0 – 1,3) μm, někdy se můžeme setkat s buňkami protáhlými do 
velikosti až 16μm.. Nátěr na agaru je korálově červený, pomerančový nebo lososový (viz obr. 
16), což závisí na složení živné půdy. Je hladký, lesklý, slizovitý, řídký nebo i těstovitý. Na 
povrchu může být někdy zvrásněný. Okraj kolonie je zpravidla ucelený. Při submerzní 
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Obr. 16: Rhodotorula glutinis – kultivace a morfologie 
 
 
2.4.4. Karotenogenní kvasinky v průmyslu    
Kvasinky produkující karotenogenní pigmenty, jsou v dnešní průmyslové výrobě 
využívány především pro produkci β-karotenu. Rhodotorula glutinis je schopna za určitých 
podmínek dosáhnout výtěžnosti 6 - 10 mg β-karotenu na 1g sušiny buněk. Z kultivačního 
hlediska se začínají tvořit pigmenty na konci růstové fáze, kdy dochází ke vzniku oranžového 
zbarvení. Sytě červená barva kvasinky je dána torulenem a torularhodinem, tvořeným ve fázi 
intenzivního tučnění.  
Po skončeném fermentačním procesu může být biomasa po odstředění, promytí, sušení při 
nízkých teplotách a tlaku použita přímo jako krmivo. Pro izolaci karotenoidů je biomasa 
nejprve odseparována a poté dehydratována. Směs karotenoidů, ze které tvoří největší část 
právě β-karoten (75 - 95 %), je poté extrahována za použití hexanu. K rozdělení karotenoidů 
se používá chromatografických metod.  
V současnosti se používají karotenoidy zejména jako potravinové doplňky, vitaminové 
koncentráty přidávané do krmných směsí a také jako barviva [12].    
 
 
2.5. Metabolity karotenogenních kvasinek  
2.5.1. Karotenoidy 
Jde o velmi rozšířenou a početnou skupinu pigmentů s různými průmyslovými 
aplikacemi. Jsou produkovány jak fotosyntetizujícími tak i nefotosyntetizujícími bakteriemi, 
kvasinkami i houbami. V savčím organismu vykazují řadu pozitivních aktivit založených 
hlavně na antioxidačním a antimutagenním účinku, aktivně se účastní také procesu vidění.  
Karotenoidy jsou syntetizovány v průběhu metabolické dráhy biosyntézy isoprenoidů. 
Počáteční reakce biosyntézy jsou pro všechny karotenogenní organismy společné a vycházejí 
z obecné dráhy isoprenoidů, jejímž prvotním metabolitem je acetyl-CoA. Další dráhy jsou již 
druhově specifické a vedou ke vzniku určitých cyklických nebo acyklických forem karotenů a 
xantofylů [7,13].   
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Tabulka 1: Příklady některých karotenoidů [14] 
 








































2.5.2. Vlastnosti karotenoidů 
Karotenoidy jsou poměrně odolné proti běžným vlivům, jako je změna pH nebo 
působení redukčních činidel, jsou ale velmi citlivé k oxidaci. Obsahují totiž velké množství 
dvojných vazeb, které se oxidují snadno. Karotenoidy se díky tomu chovají jako antioxidanty, 
mají schopnost eliminovat singletový kyslík a působí inhibičně vůči peroxidaci v lipidických 
membránách. Jsou lipofilními pigmenty nerozpustnými ve vodě, proto nikdy nedifunfují do 
vnějšího prostředí, ale zůstávají lokalizovány na vnitřní straně cytoplasmatické membrány. 
Kromě citlivosti k oxidaci vykazují citlivost vůči světlu. Při vystavení účinkům 
intenzivnějšího světelného záření se rozkládají [15]. 
 
2.5.3. Karotenoidy v lidské stravě  
Jak již bylo zmíněno, jde o žluté, oranžové nebo červené lipofilní pigmenty rostlin, 
hub, řas, mikroorganismů a živočichů. Samotní živočichové nejsou schopni tyto pigmenty 
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syntetizovat, avšak můžeme se s nimi setkat v různých živočišných produktech (mléce, 
živočišném tuku), nebo v jiných různých částech živočišných organismů (krunýř raků, peří 
papoušků.)  
V rostlinné říši plní tato skupina látek funkci velmi významného barviva ovoce a 
zeleniny. Jejich jednotlivé zastoupení závisí na druhu, odrůdě, zralosti atd. Nejznámějšími a 
také nejvýznamnějšími rostlinnými zdroji obsahující tyto pigmenty je mrkev (obsahující 
především β-karoten), dále jsou to rajčata (obsahující lykopen), papriky (obsahující 
kapsanthin a kapsorubin). Mezi ovocné zdroje karotenoidů patří meruňky, broskve nebo 
pomeranče [16].  
 
2.5.4. Lipidy 
Jde o skupinu heterogenních, chemicky velmi rozmanitých látek zahrnujících 
triacylglyceroly (tuky), vosky, fosfolipidy a glykolipidy. Jen některé jsou částečně rozpustné 
ve vodě. Pomocí vhodných organických rozpouštědel (petrolether, diethylether) jsou 
z dezintegrovaných buněk snadno extrahované.  
Kvasinky běžně obsahují 5 - 15 % tuku v sušině, ovšem karotenogenní kvasinky jsou schopny 
dosáhnout až několikanásobku (cca 60 % tuku v sušině). Hlavní zastoupení a lokalizace lipidů 
je v cytoplasmatické membráně [17,18].   
Obsah neutrálních triacylglycerolů a fosfolipidů, jež jsou syntetizovány kvasinkami, 
závisí na složení živného média a podmínkách kultivace. Fosfolipidy jsou důležitou složkou 
buněčných membrán, jejichž volně propojené molekuly ulehčují propustnost a zlepšují 
elasticitu. Tuky vyskytující se v buňce mohou mít funkci zásobní látky, mohou být projevem 
degenerace a nebo se mohou účastnit metabolických procesů [17,18].  
 
2.5.5. Steroly  
V různých eukarytiockých buňkách se můžeme setkat s různými steroly. Živočišné 
buňky obsahují především cholesterol, rostlinné obsahují sitosterol a houbové hlavně 
ergosterol. Produkci ergosterolu je možno ovlivnit různými stresovými faktory (ultrazvuk, 
oxidační stres) a jeho spojení s fosfolipidy má významnou funkci při tvorbě lipidové 
dvojvrstvy membrán [17].   
 
2.5.6. Možné ovlivnění produkce metabolitů externími faktory  
Veškeré mikroorganismy potřebují k životním pochodům a vývoji určité vnější 
prostředí. Pro rozmnožování a syntézu buněčné stěny potřebují v prostředí dostatečné 
množství využitelných surovin, zdroj energie a vhodné fyzikální, chemické i biologické 
podmínky. Pokud je externí prostředí pro mikroorganismus nepříznivé, může dojít ke změně 
enzymového vybavení buňky, nebo dokonce ke změně chemického složení a tvaru buňky, 
čímž se tyto stávají odolnějšími. Všechny tyto schopnosti buňky, označující se jako stresové 
odezvy, ovšem mají své limitní hranice, jejichž překročení znamená zastavení růstu nebo 





Tabulka 2: Stresové faktory ovlivňující růst a metabolismus buněk [19,20,21,22] 
 
Používané stresy Prostředky jednotlivých stresorů 
Teplotní stres 
Minimální teplota – minimální teplota pro rozmnožování 
Optimální teplota – největší rychlost rozmnožování 
Maximální teplota – mikroorganismus se ještě rozmnožuje 
- pro tvorbu určitých metabolitů je optimální teplota jiná, než 
pro růst mikroorganismu 
pH Optimální pro většinu kvasinek je pH 4,2 – 4,5 Alkalické prostředí (pH 7,5) zastavuje růst 
Vodní aktivita Minimální hodnota 0,91 - 0,88 
Oxidoredukční potenciál 
Aerobní mikroorganismy – vyžadují přítomnost kyslíku, tedy 
pozitivní redox potenciál 
Anaerobní mikroorganismy – přítomnost kyslíku a pozitivní 
redox potenciál působí škodlivě, až letálně 
Povrchové napětí 
Použití povrchově aktivních látek zlepšuje příjem živin, ovšem 
nadměrné množství způsobuje denaturaci bílkovin a poškozuje 
cytoplasmatickou membránu.  
Záření 
Infračervené záření – vede ke smrti buňky 
Viditelné světlo – většinou jako zdroj energie pro fototrofní 
mikroorganismy, ovšem také důležitý prostředek pro tvorbu 
karotenoidů 
Ultrafialové záření – silně mutagenní a letální účinky 
Rentgenovo záření, γ - záření – mutagenní i letální účinek 
Hydrostatický tlak Zatím není vědecky dostatečně podloženo, předpokládá se jeho nepříznivý vliv na syntézu buněčné stěny. 
Ultrazvuk 
Frekvence vyšší jak 20 kHz působí na buňky letálně, obzvlášt 
jedná-li se o tzv. kavitační ultrazvuk – dochází k prudkým 
pulsacím buněčné stěny a plasmy. 
Etanolový stres 
Ovlivňuje růst, transportní systémy i aktivitu glykolytických 
enzymů. Kvasinky disponují širokým spektrem stresových 
odpovědí zmírňující škodlivé účinky ethanolu. V jeho 
přítomnosti může dojít ke změně ve složení lipidů, které brání 
poškození fluidity membrány. 
Solný stres 
V prostředí dochází ke zvyšování koncentrace Na+. Adaptací 
dochází k hromadění osmoticky aktivních sloučenin, které 
slouží k vyrovnání osmotického tlaku – pozměněným 
transportním systémem vylučují Na+ z buňky.  
Oxidační stres Je vyvolán kyslíkem resp. volnými kyslíkovými radikály.  
 
2.5.7. Izolace buněčných složek kvasinek 
Abychom byli schopni detekovat jednotlivé buněčné složky, musíme nejprve co 
možná nejjednodušeji, dostatečně účinně a bez poškození subcelulárních produktů 
dezintegrovat tyto kvasinkové buňky.  
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Existuje řada způsobů dezintegrace, které jsou posuzovány podle své efektivnosti, tj. 
procenta dezitegrovaného materiálu za určitý čas. Efektivnost záleží jak na druhu použité 
metody, tak i na použitém mikroorganismu. Kvasinky patří mezi hrubostěnné organismy, a 
jejich dezintegrace a izolace organel obecně bývá složitější než dezintegrace bakterií nebo 
živočišných buněk [18,23]. 
 
2.5.8. Metody dezintegrace 
 a) nemechanické metody 
- patří sem metody fyzikální, chemické a enzymatické, které jsou obzvlášť účinné pro 
kvasinkové buňky. Buněčnou stěnu lze porušit sušením, vhodným rozpouštědlem nebo 
opakovaným zmrazováním a rozmrazováním [13,18]  
 b) mechanické metody  
- efektivita mechanických metod vůči kvasinkám je vysoká. Využívá se zde působení vysoké 
hydrodynamické střihové síly kterou lze dosáhnout ultrazvukem, mletím, mícháním nebo 
lisováním. Ultrazvuk pro kvasinky není příliš vhodný, lepší je použití různých mlýnků 
s přidaným abrazivem (křemenný prášek, Al2O3) [13,18]   
  
2.6. Metody analýzy jednotlivých metabolitů 
2.6.1. Hmotnostní spektrometrie (MS) 
Základní charakteristikou, pomocí které lze definovat jak nízkomolekulární látky, tak i 
makromolekuly, je jejich molekulová hmotnost. Pro její měření byla vypracována řada metod 
např. měření rozptylu světla, gelová a kapilární elektroforéza nebo hmotnostní spektrometrie. 
Hmotnostní spektrometrie vyniká mezi těmito metodami přesností stanovení, vysokou 
citlivostí a rychlostí analýzy.  
Hmotnostní spektrometrie je fyzikální metoda, sloužící k určování hmotností atomů, 
molekul a jejich částí po jejich převedení na kladné nebo záporné ionty ve vakuu. Nabité 
částice, molekulové ionty a jejich fragmenty jsou pak separovány v analyzátoru podle poměru 
hmotnosti k náboji (m/z)∗ a nakonec jsou zaznamenány v detektoru. Částice bez náboje 
nejsou, až na výjimky, zpracovávány a registrovány. Kvantitativní analýza spočívá v měření 
počtu určitých iontů pomocí ploch nebo výšek jejich píků. Záznam četnosti výskytu 
jednotlivých iontů o stejném m/z se pak nazývá hmotnostní spektrum [27]. 
 
2.6.1.1. Jednotlivé části hmotnostního spektrometru 
Základními částmi sektorového hmotnostního spektrometru uvedeného na obr. 17 
jsou: iontový zdroj, ve kterém dochází k ionizaci; analyzátor, kde jsou ionty separovány 
v závislosti na poměru m/z; detektor, registrující ionty po průletu analyzátorem; systém pro 
sběr dat a rovněž i řízení analýzy a kontrolu všech funkcí přístroje a systém, zajišťující 
udržení vysokého vakua. 
Jedním z těžišť analytického využití hmotnostní spektrometrie je především stopová 
analýza organických látek s důrazem na zjištění či potvrzení jejich struktury [27].  
                                                 
∗ poměr molární hmotnosti k náboji elektronu je vyjadřován v Thompsonových jednotkách Th. V této práci již 




Obr. 17: Schéma sektorového hmotnostního spektrometru  
 
2.6.1.2. Ionizační techniky používané pro MS 
Iontový zdroj je místem, kde dochází k ionizaci analyzovaných atomů, molekul a 
částic. Ionizace je klíčovým krokem pro dostatečnou citlivost hmotnostně spektrometrické 
analýzy. Vývoj hmotnostní spektrometrie jako analytické metody byl ze značné míry 
podmíněn vývojem ionizačních metod a odpovídajících iontových zdrojů.  
V současnosti je k dispozici celá řada ionizačních technik. Výběr ionizační techniky 
záleží na charakteru analyzované sloučeniny. Ionizační techniky lze rozdělit podle skupenství 
analytu při ionizaci na ionizaci z plynné, kapalné nebo pevné fáze. Mezi techniky ionizace 
z plynné fáze se řadí ionizace nárazem elektronů (EI), chemická ionizace (CI) nebo ionizace 
elektrickým polem. K technikám ionizace z kapalné fáze patří ionizace rychlými atomy, 
nejčastěji atomy xenonu nebo argonu (Fast-atom bombardement - FAB), ionizace 
elektrosprejem (Electrospray ionization - ESI), dále potom chemická ionizace za 
atmosferického tlaku (Atmospheric pressure chemical ionization - APCI) nebo fotoionizace 
za atmosferického tlaku (Atmospheric pressure photo ionization - APPI). K ionizačním 
technikám z pevné fáze se řadí desorpce/ionizace laserem za účasti matrice (MALDI) [27]. 
 
2.6.1.3. Ionizace elektrosprejem (ESI) 
ESI patří ke skupině měkkých ionizačních technik, u kterých ionizace probíhá za 
atmosferického tlaku. V případě ESI je do části iontového zdroje s atmosferickým tlakem 
přiváděn roztok se vzorkem kapilárou. Působením silného elektrického pole (2 kV) vzniká na 
výstupu kapaliny z kapiláry jemný sprej mnohonásobně nabitých kapiček, které putují, řízeny 
elektrickým polem, směrem k vakuové části zdroje (viz obr. 18). Během této cesty dochází 
k odpařování kapaliny, kterému napomáhá protiproud sušícího plynu, kterým je obvykle 
dusík. Vakuová část spektrometru je diferenciálně odčerpávána v několika stupních, které 
jsou od sebe odděleny clonami (skimmer). Před vstupem do analyzátoru je proud iontů ještě 
zaostřen elektrostatickými fokusačními čočkami. Tímto způsobem lze kromě molekulové 
hmotnosti získat i informace o struktuře zkoumané látky. Na rozdíl od vícenásobné 
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hmotnostní spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry – MS/MS), fragmentaci podstupují i 
ionty solventu, případně ionty nečistot, což stěžuje interpretaci spektra.  
Ionizace elektrosprejem, stejně jako všechny techniky, u kterých probíhá ionizace za 
atmosferického tlaku, má několik výhod. Touto technikou lze provést takřka nezávislé 
nastavení separačních podmínek (např. pro kapalinovou chromatografii či kapilární 
elektroforézu) a podmínek pro MS analýzu.  
Metoda ESI je vhodná zejména pro charakterizaci polárních molekul schopných vysokého 
stupně ionizace. Byla úspěšně využita pro analýzu syntetických polymerů i biomolekul do 




Obr. 18: Proces ionizace elektrosprejem [29] 
 
2.6.1.4. Analýza v pozitivním módu 
 
Analyty, které mají zásaditější charakter jsou obecně analyzovány v pozitivním 
iontovém módu. Molekuly vzorku M0 (báze) odejmou proton molekule rozpouštědla HA, 
přičemž dochází ke vzniku protonované molekuly analytu [M + H]+:  
 
M0 + HA ↔ [M + H]+ + A-  
 
Pro velmi polární analyty je rovnováha posunuta vpravo. Ionizace se zlepší zvýšením 
kyselosti analyzovaného roztoku. Toho lze dosáhnout přídavkem těkavých kyselin mravenčí, 
octové  nebo propionové. Silné kyseliny jako je například triflouroctová kyselina (TFA) nebo 
chlorovodíková kyselina neposkytují stejně dobré výsledky, protože anionty silných kyselin 
vytvářejí s kationty analytů, elektroneutrální iontové páry [28].  
Analyty, které mají v molekule bazická centra, obvykle vykazují vysokou citlivost v mírně 
kyselých roztocích (pH < 7). Ty, které neobsahují bazická centra jako např. úhlovodíky, 
vykazují nižší nebo nulovou odpověď v pozitivním iontovém módu [28]. 
 
2.6.1.5. Analýza v negativním módu 
 
Analyty, které mají kyselejší charakter, jsou obvykle analyzovány v negativním 
iontovém módu. Kyselá molekula ztrácí proton, který se váže na bázi přítomnou v roztoku a 
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stává se záporně nabitou. Proto pro vysokou citlivost negativní iontové analýzy je důležité 
použít bazický roztok. K tomuto účelu je vhodné použít amoniak a další těkavé báze.  
 
M0 + B  ↔ [M - H]- + HB+
 
U ionizace v negativním módu vykazují největší citlivost látky, obsahující 
karboxylové nebo sulfonové skupiny. Analyty, které jsou polární, ale neobsahují kyselé 
skupiny vykazují nižší citlivost. Změna náboje je dalším mechanismem, který může nastat 
v negativním módu. Výsledkem je [M]- iont namísto deprotonovaného [M - H]- iontu. 
V případě ESI je ionizace v negativním módu obecně méně citlivá než ionizace v módu 
pozitivním [28]. 
 
2.6.1.6. Rozpouštědla vhodná pro elektrosprej 
 
ESI vyžaduje polární rozpouštědla jako voda nebo acetonitril. Přesto mohou být 
využita také nepolární rozpuštědla, pokud je přidán polární modifikátor. Příkladem může být 
toluen – nepolární rozpouštědlo – modifikovaný s 15% isopropylalkoholem může být využit 
jako rozpouštědlo pro ESI analýzu v negativním iontovém módu. 
Často využívaná rozpouštědla pro ESI jsou voda (<80%), methanol, ethanol, 
isopropylalkohol, acetonitril, kyselina octová, aceton, chloroform nebo formamid, ve 
speciálních případech se používají například benzen, hexan, cyklohexan nebo toluen. 
V případě analýzy v obou iontových módech jsou nejběžnější směsi acetonitril/voda, 
methanol/voda, a isopropylalkohol/voda [27,28].   
Pro nanoelektrosprej bývá často používána voda. Není potřeba přídavek organické fáze, 
protože vzniklé kapičky jsou dostatečně malé a čas odpařování je velmi krátký.  
2.6.1.7. Typy hmotnostních analyzátorů 
Hmotnostní analyzátor slouží k rozdělení iontů podle jejich poměru m/z. Žádané 
separace iontů lze dosáhnout na základě různých fyzikálních principů. Pro hmotnostní 
spektrometrii jsou nejčastěji využívány následující hmotnostní analyzátory: kvadrupólový 








Iontová past fungující na principu uzavření  iontů pomocí elektrického pole v prostoru 
pasti se vstupní a výstupní uzemněnou elektrodou a středovou prstencovou elektrodou, na níž 
se přivádí vysokofrekvenční napětí s proměnlivou amplitudou, je znázorněna na obr. 20. Ionty 
se v pasti pohybují v kruhových drahách,  po zvýšení amplitudy napětí na středové elektrodě 







Obr. 20: Schéma iontové pasti [29] 
 
 
Nejjednodušším analyzátorem je analyzátor doby letu (TOF). Princip spočívá 
v registraci doby průletu iontů vzdáleností od iontového zdroje k detektoru. Výhodami TOF 


















3. CÍL PRÁCE 
 
Cíle předložené diplomové práce zaměřené na problematiku detekce metabolitů 
průmyslově významných kvasinkových rodů moderními analytickými metodami jsou 
následující: 
 
¾ kultivovat karotenoidní kmen kvasinek Rhodotorula glutinis za předem určených 
podmínek 
 
¾ optimalizovat podmínky pro stanovení standardů karotenoidů metodou hmotnostní 
spektrometrie  
 
¾ stanovit mechanismus ionizace karotenoidů v optimálních podmínkách 
nanoelektrospreje  
 
¾ stanovit β-karoten v neupraveném lyzátu buněk Rhodotorula glutinis metodou přímé 
infuze do hmotnostního spektrometru s nanoelektrosprejem 
 
¾ prověřit možnost přímé dezintegrace kvasinek Rhodotorula glutinis ve vhodném 























4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Použité chemikálie, přístroje a další pomůcky  
Chemikálie 
Ethanol, Lachema (ČR) 
Methanol, Penta (ČR) 
Isopropanol, Lachema (ČR) 
Tetrahydrofuran, Lach-Ner (ČR) 
Chloroform, Lach-Ner (ČR) 
Aceton, Lachema (ČR) 
Acetonitril, Lachema (ČR) 
Amoniak, Lachema (ČR) 
Kyselina mravenčí, Lach-Ner (ČR) 
- všechny uvedené chemikálie byly čistoty p.a.  
 
Přístroje a pomůcky 
Hmotnostní spektrometr, Bruker (GER) 
Mikroskop s CCD kamerou, Intraco Micro (ČR) 
Třepačka, Mikrotechna (ČR) 
Ultrazvuk, Sovereign (USA) 
Křemenné kapiláry, Polymicro technologies (USA)  
PP baničky, Ependorf - Kartell SPA (BEL) 
  
Kvasinkové kmeny 
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-26 
 
Standardní chemikálie 
β-karoten, Sigma (SRN) 
Astaxantin, Sigma (SRN) 




4.2. Kultivace kvasinek 
Rhodotorula glutinis 
Kvasinky rodu R.glutinis byly kultivovány podle daného postupu v tekutém médiu při 
teplotě 28 °C za stálého třepání. Kvůli produkci karotenoidů bylo nutné udržovat kulturu pod 
stálým osvětlení.Složení média, které bylo pro kultivace používáno, je uvedeno v tabulce 3. 
Sterilizace médií probíhala v tlakovém hrnci s otevřeným ventilem, vždy po dobu 30 minut. 
Nejprve bylo vždy připraveno inokulum I o potřebném objemu, aby následný poměr 
inokulum I : inokulum II byl 1 : 5. Do sterilizovaného a ochlazeného inokula I byly 
naočkovány 1 – 3 kličky kultury ze šikmého agaru. Kultivace probíhala 24 hodin za stálého 
třepání a osvětlení. Poté byla kultura sterilně přelita do inokula II za sterilních podmínek a 
opět kultivována 24 hodin. Nakonec byla kultura přelita do konečného produkčního média 
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opět připraveného v poměru 1 : 5 k inokulu II, kde byla kultivována požadovanou dobu. 
Složení obou médií inokulačních i produkčního bylo pro každou kultivaci shodné. 
 
Tab. 3: Složení kultivačního média pro Rhodotorula glutinis  
Složka Množství
Kvasničný autolyzát 5 g 
Glukóza 40 g 
(NH4)2SO4 10 g 
KH2PO4 1 g 
K2HPO4 0,2 g 
NaCl2 0,1 g 
CaCl2 0,1 g 
MgSO4 0,5 g 
Mikroelementový roztok 0,25 ml 




Kultura kvasinek byla uchovávána na šikmých sladinových agarech (objemu 4 ml) ve 
tmě při 4 ºC. Tuhé médium obsahovalo 7 % sladinu, 3 % (w/v) agar a vodu. Během práce 
byla použita i lyofilizace jako metoda uchovávání kultur. Zcentrifugované a promyté buňky 
byly suspendovány ve fyziologickém roztoku a zmraženy na – 20 °C ve speciálních baňkách 
určených pro lyofilizaci. Zmražené kultury byly připojeny na zdroj vakua a po vymražení 
veškeré vody (cca 24 hodin) byly uchovávány v mrazničce při – 20 °C. Ke zpracování pro 
další izolace byly kultury oživeny suspendováním v 50 ml fyziologického roztoku.Celý objem 
produkčního média byl centrifugován při 5000 otáčkách po dobu 10 minut. Poté byly buňky 
promyty destilovanou vodou a opět centrifugovány. Nakonec byla biomasa rozsuspendována 
ve fyziologickém roztoku a uložena v mrazničce při – 20 °C. 
 
4.3. Lyze buněk 
Buňky kvasinek Rhodotorula glutinis se vyznačují velkou pevností cytoplasmatické 
membrány a neobyčejnou odolností vůči vnějším podmínkám.  Pro uvolnění karotenoidů 
z buněk bylo nutné membránu alespoň částečně narušit, abychom byly schopni  metabolity 
dále stanovovat.  
Vzhledem k použití metody hmotnostní spektrometrie se způsobem ionizace ESI, byl 
testován vliv působení elektrického pole na buňky kvasinek Rhodotorula glutinis. Při 
použitém potenciálu 4 kV ve vzdálenosti 5 mm od kapiláry spektrometru, ale k požadované 
dezintegraci buněk nedošlo, proto byla testována další možná rozpouštědla i s ohledem na 
vhodnost sprejovací kapaliny.   
Bylo otestováno několik druhů organických rozpouštědel a jejich účinost na buňky 
kvasinek byla pozorována pod mikroskopem. Výsledkem bylo zvolení potenciálně 
nejvhodnějšího rozpouštědla s lytickými schopnostmi působící na buňky přímo ve 
sprejovacím rozotoku v průběhu elektrosprejování před MS analýzou.  
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Tabulka 4: Použitá rozpouštědla 






















Příprava mikroskopických preparátů kvasinek Rhodotorula glutinis 
Na čisté, odmaštěné podložní sklíčko byl nanesen vzorek nakultivovaných buněk 
Rhodotorula glutinis (3 µl), ke kterému byl přidán stejný objem testovaného organického 
rozpouštědla (viz tab. 4). Takto připravený vzorek byl pozorován po 5 min působení pod 
mikroskopem Intraco - Mikro a byly pořízeny fotografie jednotlivých preparátů.  Preparáty 
byly pozorovány pod imerzním objektivem se zvětšením 100x a jako imerzní kapalina byl 





Lyze buněk methanolem, isopropanolem, acetonem a chlroformem  
Působení methanolem, isopropanolem, acetonem ani chlroformem nemělo nijak 
výrazný vliv na buňky kvasinek Rhodotorula glutinis a z fotografie (viz obr. 21) je patrné, že 
kvasinky si zachovali svůj původní tvar i velikost. Je tedy zřejmé, že cytoplasmatická 
membrána kvasinek nebyla narušena a uvolnění metabolitů do vnějšího prostředí nebylo 
úspěšné.  
 
    




   
                 c) aceton                  d) chloroform  
 
Obr. 21: Mikroskopický preparát kvasinek R. glutinis pozorován po 5 min působení 
methanolem (a), isopropanolem (b), ecetonem (c), chlroformem (d) při zvětšení 100x pod 
imerzním objektivem; fotografie pořízeny pomocí CCD kamery s celkovým zvětšením 1000x 
 
Lyze buněk dimethylsulfoxidem DMSO, amoniakem a tetrahydrofuranem THF  
Jak ukazuje fotografie na obr. 22 a) DMSO má do jisté míry dezintegrační vliv na 
buňky kvasinek R.glutinis, což se projevuje částečnou deformací celé buňky. Je 
pravděpodobné, že může být poškozena i cytoplasmatická membrána.    
Obr 22 b) amoniakální prostředí pro život kvasinek není výhodné. Toto se projevuje 
shlukováním buněk, což je jedním z typických ukazatelů stresových odezev na nepříznivé 
podmínky pro jejich životaschopnost.  
Obr 22 c) THF působil na kvasinky nejvýrazněji. Důkazem je přítomnost apoptické buňky, 
jež se liší od ostatních svou velikostí a tvarem 
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         a) DMSO      b) 25 % amoniak 
 
 
c) THF  
 
Obr. 22: Mikroskopický preparát kvasinek R. glutinis pozorován po 5 min působení 
dimethylsulfoxidu DMSO (a), 25 % amoniaku (b), tetrahydrofuranu THF (c)  při zvětšení 
100x pod imerzním objektivem; fotografie pořízeny pomocí CCD kamery s celkovým 
zvětšením 1000x 
 
Z jednotlivých fotografií je patrné, že nejúčinnější organickou látkou působící 
negativně na kvasinku Rhodotorula glutinis je tetrahydrofuran. Částečné účinky byly také 
prokázány u amoniaku a DMSO. Ostatní rozpouštědla nejsou z pohledu lytických schopností 
vhodná.  
THF a DMSO nejsou vhodnými rozpouštědly pro elektrosprejování při MS analýze. Vhodnou 
kombinací rozpouštědel byl chlroform s přídavkem amoniaku.  
4.4. Rozpustnost karotenoidů 
Byla testována rozpustnost β-karotenu v jednotlivých rozpouštědlech, která jsou 
uvedena v tabulce 4. Na analytických vahách bylo naváženo 1,608 mg β-karotenu a 
rozpuštěno v 1,5 ml chloroformu. Takto vzniklý roztok odpovídal koncentraci 2.10-3 M.  
Nejlepším rozpouštědlem pro karotenoidy je chloroform a tetrahydrofuran. Aceton je účinný 
jen pro velmi malé koncentrace β-karotenu. V ostatních testovaných rozpouštědlech je β-
karoten téměř nerozpustný.   
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4.5. ESI karotenoidů  
Pro analýzu karotenoidů pomocí hmotnostní spektrometrie se používá především 
metoda ionizace APCI (chemická ionizace za atmosferického tlaku), která je použitelná pouze 
v pozitivním módu, jak poukazují dřívější výzkumy [35,36]. Touto metodou dochází ke 
klasickému způsobu ionizace, tedy [M + H]+, s výslednou hodnotou m/z 537.  Molekuly 
lykopenu a β-karotenu, jenž jsou vzájemnými isomery, obsahují shodně devět konjugovaných 
dvojných vazeb a jejich poměr m/z je tudíž shodný. 
K netradičnímu způsobu ionizace dochází u β-karotenu, luteinu a např. kryptoxanthinu 
při ionizaci ESI, pro něž je charakteristický výskyt v molekulové radikálové formě [M]·+. 
Typickým fragmentem takovéto radikálové molekuly β-karotenu je [M - 92]+ s hodnotou m/z 
444, při které dochází ke ztrátě molekuly C6H6CH2 o molární hmotnosti 92 g/mol [33].  
Astaxantin a kanthaxathin, které byly dříve studovány pouze z pohledu obsahu keto-
skupin, jsou významnějšími a také dominantnějšími jejich adukty spojené s molekulou 
sodíku, tedy [M + Na]+ o m/z 619. Karotenoidy jako β-karoten, jenž postrádají keto-skupinu, 
těžko tvoří adukty při technice ESI a vyžadují vhodnější podmínky, kterými může být 
soustava oxidačních kolon pro usnadnění tvorby [M + H]+ a [M + Na]+ [34].  
 Jednou z možností jak lze také zvýšit ionizaci karotenoidů,  může být použití přídavku  
stříbrných iontů, v tomto případě dochází ke vzniku [M + Ag]+ [38].  
 
Tabulka 5: Popsané adukty  pro ESI-MS [32] 
 
Sloučenina Prekurzor (m/z) Fragment (m/z) 
Astaxantin [M + Na]+ (619) [(M + Na) - C6H6CH2 ] +  (527) 
Lutein [M] · + (568) [M – C6H6CH2]+ (476) 
Kryptoxanthin [M] · + (552) [M – C6H6CH2]+ (460) 
β-karoten [M] · + (536)  [M – C6H6CH2]+ (444) 
 
 
4.6. MS analýza karotenoidů 
Veškeré detekce karotenoidů byly prováděny na hmotnostním spektrometru Bruker 
(viz obr. 23) se způsobem ionizace ESI v pozitivním módu. Jako sušící plyn byl používán 
dusík a teplota vstupní kapiláry MS měla hodnotu 130 °C. Tento hmotnostní spektrometr 
umožňoval využití napětí na kapiláře v rozmezí hodnot 0 - 4 kV a  jako analyzátor byla 
použita iontová past. Pro úspěšnou detekci je nutný průchod 20 000 - 200 000 iontů/ms touto 






Obr. 23: Hmotnostní spektrometr značky Bruker 
 
4.6.1. Příprava sprejovací kapiláry pro nanoelektrosprej 
Důležitým faktorem pro správnou MS analýzu je příprava křemenné kapiláry o různé 
velikosti průměru a správné délce. Křemenné kapiláry jsou vyráběny o vnitřních průměrech 5, 
10, 25, 50 nebo 75 µm. Při použití křemených kapilár těchto vnitřních průměrů dochází 
k průtoku vzorku v řádech nl/min a při MS analýze tak vzniká nanoelektrosprej. Kapiláry jsou 
broušeny pomocí speciálních brusných papírů o různé hrubosti do tenkých hrotů.    




Obr. 24: Zbroušená křemenná kapilára  
4.6.2. Příprava vzorků pro MS analýzu 
 Příprava vzorku β-karotenu a MS analýza v kyselém prostředí 
Byl připraven standardní vzorek β-karotenu o koncentraci 2.10-5 M, který byl 
rozpuštěn v chloroformu. K MS analýze bylo odebráno 500 µl a okyseleno 10 µl konc. kys. 
mravenčí pro vytvoření kyselého prostředí. Ovšem takto vytvořené podmínky pro ionizaci 
molekuly β-karotenu nebyly vhodné ani pro různě měnící se parametry sprejování.  
 
 MS analýza β-karotenu v amoniakálním prostředí  
Obdobným způsobem, jako je uvedeno v předešlé kapitole, byl připraven roztok β-
karotenu o výsledné koncentraci 2.10-5 M. Pro další stanovení bylo odpipetováno do PP 
baničky 600 µl tohoto roztoku, k němuž bylo dále přidáno 20µl vodného roztoku NH3. Za 
použití 40 cm dlouhé křemenné kapiláry (o vnitřním průměru 25 µm), průtoku vzorku 50 
nl/min a napětí 4 kV bylo získáno hmotnostní spektrum (viz obr. 25), které je do značné míry 




Obr. 25: Hmotnostní spektrum standardu β-karotenu  
    
Dominantní pík na obr. 25 s poměrem m/z 536 odpovídá β-karotenu. Píky s poměrem m/z 288 
a m/z 316 byly identifikovány jako ftaláty, ostatní se identifikovat nepodařilo. 
 
Aby bylo ovlivnění ftaláty při MS analýze β-karotenu co možná nejvíce potlačeno, 
byly upraveny jednotlivé podmínky MS analýzy. Vzorek standardu β-karotenu o koncentraci 
2.10-6 M, dříve připravovaný do PP baničky, byl tentokrát připraven do skleněné sprejovací 
nádobky. K 600 µl tohoto vzorku bylo přidáno 20 µl NH3 a roztok byl sprejován kapilárou o 
vnitřním průměru 25 µm a délce 40 cm. Jako optimální průtok vzorku kapilárou byla 






Obr. 26 : Hmotnostní spektrum β-karotenu po optimalizaci podmínek 
 
Z obr. 26 je zřejmé, že se podařilo eliminovat vliv nečistot na ionizaci β-karotenu, zejména 
ftalátů, čemuž poté odpovídala i intenzita signálu hlavního píku β-karotenu. Ostatní píky na 
hmotnostním spektru se nepodařily identifikovat.  
 
MS analýza lykopenu 
Dalším ze skupiny karotenoidů byl zvolen lykopen, jenž má shodnou molekulovou 
hmotnost jako β-karoten. Jelikož se jeho struktura liší jen polohou vazeb, byly ponechány 
téměř shodné podmínky jako pro stanovení β-karotenu. Ze standardu byl připraven vzorek o 
koncentraci 4.10-5 M, jehož navážka byla kvantitativně převedena do skleněné sprejovací 
nádobky a doplněna chloroformem na příslušný objem (1,5 ml). Pro MS analýzu bylo použito 
500 µl takto připraveného vzorku lykopenu a přidáno 50 µl NH3. Po důkladném promíchání 
byl vzorek pomocí 40 cm kapiláry o vnitřním průmeru 25 µm a průtoku vzorku 20 nl/min 





Obr. 27: Hmotnostní spektrum standardu lykopenu  
 
Výsledkem MS analýzy je hmotnostní spektrum na obr. 27 s dominantním píkem lykopenu o 
m/z 536.  
 
 MS analýza astaxantinu 
Astaxantin se liší svou strukturou od β-karoten i lykopenu, obsahuje totiž na obou 
šestičlenných cyklech keto- skupinu. Má i vyšší molekulovou hmotnost než předešlé dva 
karotenoidy, a to konkrétně 597 g/mol. I u astaxantinu byl připraven vzorek o koncentraci 
2.10-5 M, jehož navážka byla rozpuštěna v chloroformu. Pro MS stanovení bylo použito 500 
µl, k nimž bylo ve skleněné sprejovací nádobce napipetováno 50 µl NH3. Vzorek byl 
promíchán a při použitém průtoku 25 nl/min sprejován pomocí 40 cm dlouhé kapiláry (o 




Obr. 28: Hmotnostní spektrum astaxantinu 
 
Z hmotnostního spektra na obr. 28 byl jako hlavní pík identifikován astaxantin. Byly také 
pozorovány přítomné ftaláty o m/z 279, další píky nebyly identifikovány.  
 
MS analýza směsi β-karotenu a astaxantinu  
S ohledem na strukturu karotenoidních pigmentů, a tedy možnost různé schopnosti 
ionizace, byly připraveny směsi vzorků kombinací dvou karotenoidů. Jako první byla 
připravena kombinace vzorků β-karotenu a astaxantinu. Pro stanovení byl použit vzorek 
obsahující 250 µl roztoku β-karotenu o koncentraci 2.10-5 M a 250 µl astaxantinu o stejné 
koncentraci. K takto připravenému vzorku bylo přidáno 50 µl NH3. Analýza proběhla pomocí 
40 cm dlouhé křemenné kapiláry (vnitřní průměr 25 µm) a při napětí 4000 V.  
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Obr. 29: Hmotnostní spektrum vzorku obsahující β-karoten (m/z 536) a astaxantin (m/z 597) 
 
U této MS analýzy, jejímž výsledkem je hmotnostní spektrum na obr. 35, byl testován 
vliv množství průtoku vzorku na ionizaci molekul karotenoidů v rozmezí 20 – 80 nl/min při 
napětí 4 kV. Stabilní intenzita signálů píků β-karotenu o m/z 536 a astaxantinu o m/z 597 
neprokázala vliv průtoku vzorku na ionizaci molekul.  
 
MS analýza směsi lykopenu a astaxantinu 
Dalším testovaným vzorkem byla směs lykopenu a astaxantinu. Obdobně přirpavený 
vzorek, tedy 250 µl roztoku lykopenu o koncentraci 2.10-5 M a 250 µl astaxantinu 2.10-5 M 
bylo smícháno s 50 µl NH3. Analýza probíhala při sprejovacím napětí 4 kV, pomocí 





Obr. 30: Hmotnostní spektrum lykopenu a astaxantinu při průtoku 35 nl/min 
 
       
 
 
Obr. 31: Hmotnostní spektrum lykopenu a astaxantinu při průtoku 15 nl/min 
 
Hmotnostní spektrum na obr. 30 s dominantním signálem píku astaxantinu o m/z 597 
bylo získáno při průtoku vzorku 35 nl/min. S poklesem průtoku vzorku až na hodnotu 15 
nl/min (viz obr. 31) došlo ke zvýšení intenzity píku lykopenu o m/z 536. Z obrázků 
hmotnostních spekter je vidět, že astaxantin se ionizuje lépe při vyšších průtocích a naopak 




MS analýza lyzátu buněk Rhodotorula glutinis 
Ke 100 µl vzorku kultivovaných buněk R.glutinis bylo přidáno 500 µl chloroformu. 
Aby byla podpořena dezintegrace buněk, byl takto připravený roztok umístěn na dobu 5 minut 
do ultrazvuku. Po vyjmutí a důkladném protřepání, byla provedena MS analýza tohoto vzorku 
za použití křemenné kapiláry (25 µm), sprejovacím napětí 4 kV a zvoleném průtoku 25 






Obr. 32: Hmotnostní spektrum lyzátu buněk Rhodotorula glutinis 
 
Z hmotnostního spektra na obr. 32 je zřejmá přítomnost β-karotenu o m/z 536. Jeho 
ionizace je ovlivněna přítomnými subcelulárními produkty, jejichž molekuly se ionizují lépe, 

















 Tato práce byla zaměřena na kultivaci karotenoidního kmene kvasinek a následnou 
detekci produktů jeho metabolismu moderními analytickými metodami. Pro tuto studii byla 
zvolena z důvodu své neobvykle vysoké produkce β-karotenu kvasinka Rhodotorula glutinis. 
Jako metoda detekce byla zvolena hmotnostní spektrometrie.  
 Kultivací karotenoidního kmene kvasinek Rhodotorula glunis byla získána 
požadovaná biomasa, která byla dále centrifugována a suspendována ve fyziologickém 
roztoku. Čistá kultura těchto kvasinek byla uchovávána na šikmých sladinových agarech. 
Buňky Rhodotorula glutinis se vyznačují svou mimořádně pevnou cytoplasmatickou 
membránou a nenáročností na životní podmínky.   
 Hmotnostní spektrometrie je v poslední době velmi rozšířenou metodou, která je 
použitelná samostatně nebo ve spojení s jinými analytickými metodami, jako plynová 
chromatografie, kapalinová chromatografie, kapilární i desková elektroforéza. Při stanovení 
karotenoidů metodou MS hraje významnou roli způsob ionizace těchto molekul. Jednou 
z možností je chemická ionizace za atmosferického tlaku (APCI), při kterém dochází 
v pozitivním módu ke vzniku protonovaných molekul [M + H]+ a v negativním ke vzniku   
[M - H]-. V této práci byla používána metoda ionizace nanoelektrosprejem, která je 
experimentálně a aparaturně méně náročnější než APCI. Ionizace elektrosprejem se vyznačuje 
způsobem ionizace β-karotenu za vzniku radikálu [M] · + s výsledným poměrem m/z 536. Při 
stanovení β-karotenu je možné využití tvorby aduktů tvořených v přítomnosti molekul stříbra 
[M + Ag]+. Pro některé ostatní karotenoidy je výhodnější tvorba aduktů s molekulami sodíku 
[M + Na]+ [34, 38]. 
   Důležitou otázkou pro MS analýzu β-karotenu je zvolení vhodné sprejovací kapaliny 
a nastavení ideálních parametrů. Byla testována řada rozpouštědel pro ESI-MS prováděnou 
v pozitivním módu a jako nejvhodnější sprejovací kapalina byl chloroform s přídavkem 
amoniaku. Aceton, acetonitril, tetrahydrofuran nebyly vhodné z pohledu rozpustnosti β-
karotenu nebo nedocházelo k potřebné ionizaci molekul β-karotenu při elektrosprejování. 
V připravených vzorcích směsí β-karoten – astaxantin a lykopen – astaxantin byla 
zkoumána možnost ovlivnění ionizace karotenoidů. Při ESI-MS analýze byly použity 
optimálně zjištěné podmínky, ale ovlivnění ionizace z pohledu obsahu keto-skupin 
v molekulách astaxantinu se nepodařilo prokázat. Při analýze směsi β-karoten – astaxantin 
bylo získáno hmotnostní spektrum s dominantním píkem β-karotenu o m/z 536. Při analýze 
směsi vzorku lykopen – astaxantin byla získána hmotnostní spektra, jež byla do značné míry 
ovlivněna velikostí průtoku vzorku. Při nižších průtocích docházelo k lepší ionizaci lykopenu, 
což demonstroval dominantní pík m/z 536 a při vyšších hodnotách průtoku došlo ke zvýšení 
intenzity píku odpovídajícího astaxantinu o m/z 597. Tato měření nepotvrdila teorie o 
možném ovlivnění ionizace látek obsahující keto-skupiny.  
Tato studie se zabývala možností dezintegrace buněk elektrickým polem o potenciálu 
4 kV. Tyto účinky nebyly prokázány a proto byly testovány organická rozpouštědla 
s lytickými schopnostmi a vhodnými vlastnostmi pro elektrosprejování. Z řady látek, která 
byla použita, se nepodařilo prokázat, že by se nějaké toto organické rozpouštědlo vyznačovalo 
výraznými lytickými účinky, pouze u THF a DMSO byla prokázána částečná účinnost, 
projevující se určitými deformacemi tvaru buněk. Methanol, aceton, acetonitril, amoniak 
vyvolávaly u buněk pouze stresové odezvy projevující se shlukováním buněk. Z pohledu 
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vhodnosti pro elektrosprejování při MS analýze byl použit chloroform s přídavkem amoniaku. 















































¾ Kvasinky Rhodotorula glutinis byly kultivovány při 28°C za stálého třepání a 
osvětlení. Získané buňky byly použity pro zjištění potenciální dezintegrace 
v elektrickém poli a při analýze buněčného lyzátu hmotnostní spektrometrií. 
 
 
¾ Byly nalezeny optimální podmínky pro stanovení standardního vzorku β-karotenu 
metodou ESI-MS prováděnou v pozitivním módu. Jako nejvhodnější sprejovací 
kapalina byl nalezen chloroform s přídavkem amoniaku vzhledem ke svým 
schopnostem dobře rozpouštět a ionizovat karotenoidy. Jako optimální sprejovací 
napětí byla zjištěna hodnota 4 kV ve vzdálenost 5 mm od vstupní kapiláry 
spektrometru. Tyto podmínky byly také použity pro stanovení lykopenu a astaxantinu.  
 
 
¾ Lykopen a β-karoten jsou vzájemnými strukturními isomery a jejich mechanismus 
ionizace  probíhal za vzniku radikálu [M]·+ s výsledným m/z 536. Při ionizaci 
astaxantinu došlo ke vzniku protonované molekuly [M + H]+ s hodnotou m/z 597. 
Bylo zjištěno ovlivnění ionizace při stanovení směsi karotenoidů. U vzorku β-karoten 
– astaxantin docházelo k lepší ionizaci molekul β-karotenu, což prokazuje hmotnostní 
spektrum (viz obr. 29) s intenzivním píkem m/z 536. Druhý vzorek lykopen – 
astaxantin byl testován při různých podmínkách a na jeho výsledek měla vliv 
především velikost průtoku vzorku. Při vyšších průtocích (35 nl/min) se lépe 
ionizovaly molekuly astaxantinu (viz obr. 30), s klesajícím průtokem (15 nl/min) se 
naopak lépe ionizoval lykopen s hodnotou píku m/z 536 (viz obr. 31). 
 
  
¾ Molekula β-karotenu byla detekována metodou hmotnostní spektrometrie v lyzátu 
buněk Rhodotorula glutinis (viz obr. 32). Vzorek lyzátu byl získán přidáním 
chlroformu v kombinaci s působení ultrazvuku po dobu 5 min. Pro analýzu lyzátu byly 
použity optimální podmínky o sprejovacím napětí 4 kV. Molekuly β-karotenu byly 
v kvasinkách prokázány, ovšem intenzita signálu píku o m/z 536, tedy β-karotenu, 
byla z velké části ovlivněna lepší ionizací jiných přítomných molekul v lýzátu 
kvasinek. K těmto molekulám mohly patřit např. proteiny, subcelulární části nebo jiné 
adukty těchto látek.  
     
 
¾ Nepodařilo se potvrdit dezintegraci buněk Rhodotorula glutinis elektrickým polem v 
průběhu elektrosprejování z roztoku chloroformu při potenciálu 4 kV a vzdálenosti 5 







7. SEZNAM SYMBOLŮ 
 
acetyl-CoA   acetyl-koenzym A 
APCI    chemická ionizace za atmosférického tlaku  
DMSO  dimethylsulfoxid 
ESI   elektrosprej  
MS   hmotnostní spektrometrie 
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